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Zusammenfassung- 



27 



" Die Erf inching betrif ft Mikropartikel mit einer Trager- .- 
struktur sowie mit an die Tragerstruktur gebundenen 
5 CD28-spezifischen superagonistischen monoklonalen. AntikSr- 
pern (mAb) oder einer Mimikryverbindung hierzu. - Fig., 1 




15 



20. 



25 
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Mikropartikel mit CD28~spezif ischen monoklohalen 

AntikSrpern* 



5 Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft Mikropartikel- mit einer Trager- 
struktur sowie mit einem an die TrSgerstruktur gebundenen 
monoklonalen Antikdrpern (mAb) , Verwendungen solcher Anti- 
10 kSrper sowie ein Verfahren zur Herstellung solcher 
Mikropartikel. 



Hintergrtind der Erfindung und Stand der Technik. 

15 

Es existieren verschiedene Erkrankungen bei Warmblutern, 
menschlich oder tierisch, wobei die Anzahl verschieden- 
artiger Blutzellen gegenUber dem . Gesundzustand verringert 
Oder unzureichend aktiv ist. 

20 

Eine erste solche Gruppe von Erkrankungen ist eine ' 
pathologisch erniedrigte T-Zellzahl, insbesondere 
CD4-T-Zell2ahl gemeinsam, wie beispielsweise bei AIDS oder 
leukamischen Erkrankungen in.Verfolg von Chemo- oder 
25 strahlentherapie. 

Eine zweite Gruppe von Erkrankungen, bei der die Zahl cder 
die Aktivitat einer bestimmten Untergruppe von T-Zellen, 
die beim gesunden Mensehen die immunologische Toleranz 
3 0 aufrecht erhalten, verringert oder in ihrer Funktion 
gestort ist, umfa&t autoimmun-inf lammatorische 
Erkrankungen. Beispiele . sind rheumatoide Arthritis, 
entfctindliche Darmerkrankungen, Insulin-pf lichtiger 
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" Diabetes, Multiple Sklexose sowie das Guaillan-.Barre- 
Syndrom. 

Eine dritte Gruppe von Erkrankurigen wird Granulozytopenie 
5 (z.B. Neutropenic) bzw. Monozytopenie genannt und betrifft 
. die Granulozyten* Als Ur 5 achen fttr diese Erkrankung kommen 
in Frage: i) verminderte. Granulozytopoese bzw* 
Monozytopoese (aplastische Stfcrung) aufgrund von 
Knochenmarkssch&digung, beispielsweise durch Chemikalien, 
10 wie Benzol, Meiiikamente, wie Zytostatika,' Immunsupressiva, 
AZT und/oder Chloramphenicol (dosisabhangig, toxisch) oder 
wie Phenylbutazon, Goldverbindungen, selten 
Chloramphenicol ( do sisunabhangig durch pharmakokinetische 
Reaktionen) , Strahlen oder Autoaritikfcrper gegen ' 
15 Staramzellen (bei manchen Fallen von Immunneutropenie) , 
aufgrund von Knochenmarksinf iltratidn (Leuk&niien, 
Karzinome, maligne Lymphoma) und/oder aufgrund von 
Osteomyelosklerose,* .ii) Reif ungsstdrungen der 
Granulozytopoese, beispielsweise durch kongenitale 
20 Reifungsstttrungen der Myelopoese, Kostmann- Syndrom 
(Reifungsstop der Myeiopoese im Stadium des 
Promyelozyten) , zyklische Neutropenic/ 

Myelodysplasie-Syndrom, Vitamin B12- oder FolsSuremangel 
mit ineffektiver Granule-, Erythro- und/oder Thrombopoese . 
25 Obliche Therapien umfassen die Gabevon Wachstumsf aktoren 
der Granulozytopoese (beispielsweise G-CSF und GM-CSF) . 

Eine vierte Gruppe wird Thrombozytopenie genannt. Als 
Ursachen kommen in Frage: i) verminderte Thrombozytopoese' 
30 im Knochenmark (aplastische StSrung bzw. verminderte Mega- 
karyozytenzahl im Knochenmark) aufgrund von Knochenmarks- 
sch&digung, beispielsweise durch Chemikalien, ' wie Benzol, 
Medikamente, wie Zytostatika und/oder Immunsupressiva, 
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Strahlen Infektionen, wie z.B. HIV, oder Autoantikorper 
gegen Megakaryozyten (bei roanchen Fallen von Immunthrombo- 
zytopen.ie) ; aufgrund von Knochenmarksinfiltration 
(LeukSmien, Karzinome, maligne Lymphome) und/oder aufgrund 
. 5 von Osteomyelosklerose, ii)- Reifungsstorungen der 

Megakaryozyten (Megakaryozyten im Knochanmark normal oder 
erhoht) mit irief fektiver Thrombo- Erythro- und/oder 
Granulopoese mit Megaloblasten> Riesenstaben u. a. aufgrund 
von Vitamin B12- oder Folsauremangel . ttbliche Therapien 
10 umfassen das Weglassen verdachtiger Medikamente, •. 
Thrombozytensubstitution (bei BildungsstOrungen im 
Knochenmark : Thrombopoetin) sowie MGDF (Stimulation der 
Proliferation und Ausreifung von Megakaryozyten. 

15 Eine funfte Gruppe bilden die aplastischen Anamien bzw. 
Knochenmarksversagen mit Aplasie/Hypoplaie des 
Knochenmarks und Panzytopenie (Stammzellenerkrankung) . 
Eine angeborene aplastische Anamie 1st beispielsweise die 
Fanconi-Anaroie. -Haufiger sind die erworbenen aplastischen 
20 Anamien, wie idiopatische aplastische Anamie (Ursache 
unbekannt) und sekundare aplastische Anamien durch 
Medikamente, ' toxische Stoffe, ionisierende. Strahlungen und 
virusinfekte (s.o.). Supportive Therapieansatze umfassen 
die Substitution von Erythrozyten/Thrombozyten. Kausale 
25 Therapieansatze umfassen die Knochenmarkstransplantation " 
oder Stammzellentransplantation, immunsuppressive 
Therapien (z.B. ATG) und' andere Therapiemafinahmen, wie 
Gabe von Zytokinen (GM-CSF, G-CSF, MGDF, und/oder 
Thrombopoetin) . 



30 



Schlieiilich kommt in Begleitung der akuten Leukamie . of t • 
Anamie, Thrombo zytopenie und/oder Granulozytopenie, vor. 
Therapien umfassen die Substitution von Erythrozyten und 
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4 , . 

Throirtbozyten nach Bedarf bzw. die Anregung der 
Granulopoese durch G-CSF und/oder GM-CSF, die 
Chemotherapie und Knochenmarks- und/oder 
Staamzellentranspliantation. 

5 / 

Den vorstehenden Erkrankungen der ersten und zweiten 
Gruppe ist gemeinsam, daft die betrof f enen - Blutzellen 
solche sind, die CD28 auf ihrer Oberfl&che tragen.' Der 
dritten bis sechsten Gruppe ist gemeinsam> daB die 
10 betroffenen Blutzellen solche sind, die demgegentiber kein 
CD28 auf ihrer Oberflache tragen, 

Zum VerstSndnis der Erfindung ist weiterhin folgender 
technologischer Hintergrund wichtig. Die Aktivierung 
15 ruhender T-Zellen zur- Proliferation und funktionellen 
Dif f erenzierung erfordert zunSchst die Besetzung zweier 
Oberflachenstrukturen, sogenannter Rezeptoren: 1. des 
Antigenrezeptors, der* von Zelle zu Zelle eine 
unterschiedliche SpezifitSt besitzt und far die Erkennung 
20 von .Antigenen, z* B. viraleh Spaltprodukten, notwendig 
ist; sowie des auf alien ruhenden T-Zellen mit Ausnahme 
einer Untergruppe der CD8 T-Zellen des Menschen 
gleichermaflen exprimierten CD28 Molekuls, welches 
nattirlicherweise an Liganden auf der Oberflache anderer 
25 zellen des Immunsystems bindet. Man spricht von der 

Costiiaulation der antigenspezif ischen Iinmunreaktion durch 
CD28. In Zellkultur kcJnnen diese VorgSnge. nachgestellt 
werden durch Besetzung des* Antigenrezeptors sowie des 
CD28-MolekUls mit geeigneten mAbs. Im klassischen System 
30 der Costimulation fahrt weder die Besetzung des 

Antigenrezeptors noch die des CD28-Molekttls .allein zur 
T-Zellprolif eration, die Besetzung beider Rezeptoren ist 
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je'doch effektiv. Diese Beobachtung wurde an T-Zellen des 
Menschen, der Maus und der Ratte gemacht. 

Dagegen sind auch CD28*-spfczif ische mAbs bekanrit, die 
5 allein die T-Zellprolif eration einleiten kfinnen, sine 
solche superagonistische, d. h. von der Besetzung des 
Antigenrezeptors unabhangige . Aktivierung ruhender 
T-Lymphozyten durch CD28-spezif ische mAb, Wurde in 
folgend'en Systemen beobachtet: in der Literaturstelle 
10 Brinkmann et al., J, Immunology, 1996, 156: 4100-4106 
wurde gezeigt, dafi ein sehr kleiner Anteil {5 %) 
menschlicher T-Lymphozyten, die durch das Fehlen. des 
Oberfiachenma.rkers CD45 RO der Gruppe der ruhenden 
T-Lymphozyten 2ugeordnet werden kannen, durch deh 
15 normalerweise Costimulation erfordernden CD28-spezif ischen 
mAb 9.3 bei Zusatz des Wachstumsfaktors Interleukin-2 - 
(IL-2) ohne Besetzung des Antigenrezeptors aktiviert wird. 
In der Arbeit von Siefken et al (/ Cellular Immunology, 
1997, 176: 59-65, wurde gezeigt, dafl ein auf 
20 konventionellem Wege, d.h. durch Immunisierung von M&usen 
mit menschlichen T-Zellen, hergestellter CD28-spezif ischer 
mAb in Zellkultur eine Unfcergruppe menschlicher T-Zellen 
ohne Besetzung des Antigenrezeptors zur Proliferation 
aktivieren kann, wenn .GD28 durch diesen mAb besetzt wird 
25 und die zellgebundenen mAb zusatzlich durch weitere 

•Antik6rper miteinander vernetzt werden. Den insofern 
bekannten AntikGrpern ist gemeihsam, dafl nur ein kleiner 
Anteil der T-Zellen aktivierbar ist.' 

30 In der Arbeit, von Tacke et al., Eur. J. Immunol., 1997, 
27:239-247 wurden zwei Arten von CD28-spezif ischen mono- 
klonalen Antikdrpern mit unterschiedlichen f unktionellen ' 
Eigenschaften beschrieben; costimulatorische mAb,. die die 
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• Aktivierung ruherider 'fr-Zellen nur bei gleichzeitiger 
Besetzung des Antigenrezeptors costimulieren; und 
superagonistische .inAb, die. ohne Besetzung des 
' Antigenrezeptors T-Lympho"zyten aller Klassen in vitro und 
. 5 im Versuchstier' zur Proliferation* aktivieren kannen* Beide 
insofern bekannte mAb rtthren'aus einer Immunisierung mit 
Zellen, auf denen Ratten-CD28 exprimiert ist urid sind 
durch' auf ihre ' jeweiligen' beschriebenen Eigensehaften 
gerichtete unterschiedlichen Selektionen erhaitlich. 
10 SchlieBlich ist aus der Literaturstelle WO 98/54225 ein 
weiterer 'human CD2B spezifischer superagonistischer mAb 
bekannt, n&mlich CMY-2. 

ttberraschenderweise lassen sich gemafi der Literaturstelle 
15 DE-100 50 935 Al mit superagonistischen CD28-spezif ischen 
mAb bei in vivo Applikation aber auch Blutzellen 
stimulieren, welch© kein CD28 tragen.. 

. Die insofern bekannten superagonistischen mAb gentigen in 
20 ihrer stimulatorischen Wirkung zwar alien Anforderungen, 
es ware jedoch wtinschenswert, weniger mAb fiir einen 
definierten stimulatorischen £ffekt zu ' benatigen, Daruber 
hinaiis ist die Stimulation von T-Lymphozyten durch 
superagonistische CD28-spezif ische mAb bisher auf zwei 
25 Systeme beschrSnkt, die jeweils mit Nachteilen behaftet 

sind: Tsolierte T-Lymphozyten kannen in Zellkultur oft nur 
dann durch solche mAb stimuliert werden, wenn zuvor die 
Kulturschalen mit Antikarpern beschichtet wurden, die mit 
den. eingesetzten superagonistischen mAb reagieren und die 
30. sekundSr quervernetzen . Bei Verwendung ungetrennter 
Praparationen- periptierer Blutzellen', die auch 
T-Lymphozyten enthalten, sowie bei in vivo Applikation 
konrien die superagonistischen mAb auch als lasliche 
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Substan.2 eingeset2t v/erden; dies *liegt vermutlich daran, 
daJ5 die sekund&re Quervernetzung . durch sog. Fc-Rezeptoren 1 
aiif den nicht-T-Lymphozyten erfolgt, die mit dem 
konstanten Teil.der superagonsitischen mAb, dem sog* 
5 Fc-Teil, r.eagieren. Diese Abhangigkeit. von Fc-Rezeptoren 
ist u-U. wegen des variablen Anteils Fc-Rezeptor-posit!iver 
Zellen in PrSparationen peripherer Blutzellen sowie wegen 
der. durch verschiedene Fc-Rezeptpr-Allele bedingten 
Variabilitat der Antikttrperbindungsf'ahigkeit 
10 problematisch. DarUber hinaus ist- far eine wiederholte in 
vitro Stimulation von T-Lymphozyten durch 15sliche 

superagonistische mAb der wiederholte Zusatz 

■r 

Fc-Rezeptor-exprimierender nicht-T-Zellen erforderlich. 
f Ur den Einsatz beim Menschen erfordert dies zusatzliche 
15 logistische und sicherheitstechnische MaBnahmen. 

Bekanht ist es T-Zellen in Kultur . dadurch zu vermehren, 
daB KUgelchen eingesetzt werden, an welchen sowohl 
CD28-spezifische costimulatorische mAb ais auch TCR (CD3) 

2 0 spezifische mAb gebunden sind. Hierbei ist ziinachst von 
Nachteil, . daB zwei varschiedene Substanzen benotigt 
werden. Dies erfordert einen beachtlichen Aufwand bei der 
Herstellung unter GMP Bedingungen, welche fttr zur Therapie 
bestimmte Praparate gesetxlich vorgeschrieben sind.' 

25 Weiterhin ist von Nachteil, dafl jede dieser Substanzen in 
relativ hoher Konzentration eingesetzt werden muB, da 
aufgrund der geiaeinsamen Imiuobilisierung auf einem 
KUgelchen nicht alle MolektUe fUr die notwendigerweise 
simultane Bindung Zielzellen allein schoh aus sterischen 

30'Gr£inden" zur Verfttgung stehen. 
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.... 8 , • 

Technisches Problem der Erfindung. 

v. 

Der Erfindung liegt daher .das technische Problem 2u Grun- 
de/ Mittel zur Verftigung za stellen, mit welchen sich . 
5 Blutzellen sfciijiulieren lassen, wobei die Menge an benfctig- 
ten mAfos niedriger ist als bei Einsatz der gleichen mAbs 
•in LSsung, welche die Stimulation yon der Anwesenheit bzw. 
. der Qualitat Fc-Rezeptor tragender nicht-T~Zellen unabhan- 
gig raacht, und welche unter GMP Bedingungen einfacher her~ 
10 stellbar ]Sind. 



Grund2tige der .Erfindung und bevorzugte 
AusfUhrungsbeispiele. 
15 , 

Zur LGsung dieses technischen Problems lehrt die Erfindung 
Mikropartikel mit einer Tragerstruktur sowie mit an die 
Tragerstruktur gebundenen CD28-spezif ischen superagonisti- 
schen monoklonalen Antikdrpern (mAb) oder einer Mimi- 
20 kryverbindung hierzu, Oberraschenderweise wird fQr einen 
definierten stimulatorischen Effekt mittels solcherraaflen 
immobilisierter mAb eine geringere Menge, an mAbs benStigt 
bzw, wird bei gleicher Menge ein starkerer stimulatori- 
es ch.er Effekt erreicht*. Dies wird zudein erreicht, ohne dafi 
25 ein TCR- Signal benStigt wird. Die Bindung von TCR spezifi- 
schen AntikSrpern oder anderen costimulatorischen Kompo- 
nenten an der Tragerstruktur ist nicht erf order'lich, wo- 
durch auch sterische Probleme einer Costimulation durch ■ 
immobilisierte Substanzen • vermieden werden, Bei einer in 
30 vitro Stimulation von T-Zellen werden in der Zellkultur 
(neben dem Medium) nur zwei Komponenten bentftigt, die T- 
Zellen und die erf indungsgemaflen Mikropartikel. Es ent- 
failt die Notwendigkeit far "Feeder" Zellen oder die 
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Beschichtung von Plastikoberf lichen mit AntikarperprSpara- 
ten, die die mAbs quervernet2en. 

In diesem Zusammenhang ist als weiterer Vorteil von beson- 
5 derer Bedeutung', dafi zur Herstellung erf indungsgemafler 
Mikropartikel nur sin einziger AntikSrper .erf orderlich 
• ist, was die Herstellung unter GMP Bedingungen erheblich 
vereinfacht. . 

10 Im Binzelnen kann die Bindung der mAb an die* Tr^gerstruk-* 
tur auf die unterschiedlichste Weise * erfolgen. So ist es. 
mttglich, daB die mAb direkt und Uber elektrostatische 
Krafte, van der Waals KrSfte, hydrophobe Wechselwirkungen, 
vorzugsweise jedoch kovalent, an die Oberfiache der Tra- 

15 gerstruktur gebunden sind. Die mAb k6nnen aber auch indi- 
rekt tiber eine vorzugsweise kovalent mit der Oberflache 
der Tr&gerstruktur verbundenen Spacerverbindung an die 
Oberflache der TrSgerstruktur gebunden sein. 

2 0 Als Spacerverbindung kommen grunds&tzlich alle organischen 
Molekiile in Frage, welche einerseits eine mit reaktiven 
Gruppen der Oberflache der TrSgerstruktur reaktive Gruppe 
aufweisen und andererseits in der Lage sind, mAbs zu bin- 
den. Dabei kann die Bindung der mAbs uber elektrostatische 

25 Kr&fte, van der Waals Kr&fte, hydrophobe Wechselwirkungen 
Oder kovalent erfolgen. Die Spacerverbindung kann insbe- 
sondere ausgew&hlt eein aus der Gruppe bestehend aus "or- 
ganische Polymere, Peptide, Proteine, Iituriunglobuline, und 
Kombinationen solcher Substanzen" . Die Spacerverbindung 
30 sollte physiologisch vertrSglich sein* 

Hinslchtlich der TrSgerstruktur ist deren Zusammensetzung 
unkritisch, solangfe eine Bindung der mAb oder einer 
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' . . 10 ' .. 

Spacerverbindung an der OberflMche einrichtbai: 1st. Es 
versteht sich, dafi die Materialien der Tragerstruktur , 
jedenfalls soweit diese mit Zellen oder.einer LSsung in 
•Kontakt treten konnen, physiologisch vertraglich sein 
5 sol It en* Zweckmafiigerweise wird die Oberfiache der Tr^ger- 
Struktur durch ein organisches Polymer gebildet, welches 
vorzugsweise ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 
"Polys tyrol, Polyurethan., Polyester, Polyvinylpyridin, 
Poyvinylamin, Polyethylenimin, 'Chitosane, und Mischungen 

10 solcher Polymers". Das organische Polymer kann zum Zwecke 
der kovalenten Bindung von mAbs oder Spacerverbindungen 
reaktive Gruppen aufweist, welche vqrzugsweise Glycidyle- 
ther ist. Im Falle der Glycidylethergruppe erfolgt eine 
kovalente Bindung eines Proteins oder Peptids durch Reak-^ 

15 tion prim&rer Amingruppen des Proteins oder Peptids mit 
dieser Gruppe. 

* Je nach eingesetztem Polymer kann es sich empfehlen, da£ 
das organische Polymer oberf lachenaktiviert ist durch Be- 
2 0 handlung mit einem Aktivierungsreagenz, welches vorzugs- 
weise prToluensulphonylchlorid ist* 

Der Durchmesser der. Tragerstruktur liegt zwecknUifligerweise 
im Bereich von 0,1 pm bis 100 pm, yorzugsweise im Bereich 

25 von 1 bis 20 um, . insbesondere im Bereich von 1 pm bis 
10 um. Die Partikelgrofie kann beispielsweise mittels der 
Laserdiffraktometrie (Mastersizer x, Malvern Instruments, ' 
Herrsching) oder der Photonen Korrelations Spektroskopie 
(Zetasizer 4, Malvern Instruments/ Herrsching) bestimmt 

3 0 werden, Die Oberfl&che der TrSgerstruktur kann das 1- bis 
10-fache, vorzugsweise das 1- bis 4-fache/ der geometric 
schen OberflSche, angenommen als eine glatte Kugeloberf la- 
che, betragen. 
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Geeignete Tragerstrukturen s'ind beispielsweise magnetische 
..Beads, wie sie far die Zellseparatiori mittels Magneten 

verwendet werden, beispielsweise Dynabeads. der Firma Dy- : 
Snal, oder auch Si0 2 Partikel, Weiterhin ist es mfiglich, 
TrSgerstrukturen zu verwenden, welche vorzugsweise biolo- 
gisch abbaubar sind, wodurch die Mikropartikel einem Pati- 
enten bedenkenlos verabreicht werden • kSnnen . Geeignete 
Polymer e fUr solche TrSgerstrukturen sind beispielsweise 

10 in den Literaturstellen WO 01/05875, Kissel et al., Advan- 
ced Drug Delivery .Reviews 54; 99-134 (2002) , beschrieben . " 
Bei ersteren handelt es sich im Kern urn Polyethylenimina 
(PEI) und Deriyate hiervori. Biologisch abbaubare Polymere 
kennen auch ladungsmodif izierte Polyester, Polyvinylpyri- 

15 dine Oder Polyvinyl amine sein* 

Die Erfindung lehrt weiterhin die Verwendung von erfin- 
■ dungs gemajft en Mikropartikeln zur Stimulation von Blutzel— 
len, insbesondere T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Granule- 
20 zyten, Monozyten und/oder Thrombozyten, Dabei kann die 
Stimulation in vitro od$r in vivo (letzteres insbesondere 
im Falle der CD28-negativen Zellen) erfolgen. Im Falle der 
T-Lymphozyten werden zumindest mehrere Untergruppen stimu- 
liert* Daher ist auch di,e Verwendung zur Herstellung einer , 
25 pharmazeutischen Zusammenset2Ui)g zur Behandiung von Er~ 
krankungen mit reduzierten* Blutzeilzahlen, insbesondere 
reduzierten T-Lymphozytenzahlen, von immunpathoiogischen 
Erkrankungen (Beispiele s.u.) oder zur Potenzierung der 
Immunreaktion bei Impfungen umfaflt, wobei einem Pat lent en " 
30 eine Blutprobe entnommen wird, wobei optional aus der • 
Blutprobe die Blutzellen isoliert ' werden, wobei die Blut- 
zellen. in vitro unter Zugabe einer physiologisch wirksamen 
Dosis an Mikropartikeln kultiviert ' werden, und wobei die 
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- so erhaltenen Blutzellen optional galenisch zur Injektion 
oder Infusion hergerichtet werden. Ebenso ist -die Verwen- 
dung erf indungsgema.fi er Mikropartikel zur Herstellung einer 
pharmazeutischen . Zusammensetzung zur Behandlung von Er- 
5 kpankungen'mit reduzierten Blut2ellzahlen, von iinmunpatho- 
logischen Erkranlcungen (beispielsweise rheumatoide Arthri- 
tis/ entziindliche Darraerkrankungen, Insulin-pf lichtiger 
Diabetes, Multiple Sklerose oder das Guillain-Barr§-Syn- 
" drom) oder zur Potenzierung der Immunreaktion bei Xmpfun- 
10 gen umfafit, wobei die Mikropartikel zur Injektion oder 
Infusion galenisch hergerichtet sind- Die galenischa Her- 
richtung zur Injektion kann ftir die i.m., i.p. oder i.v. 
• Injektion sein. 

15 pie Erfindung betrifft schliefllich ein Verfahren zur Her^ 
.stellung von erf indungsgemfiGen Mikropartikeln mit den fol- 
genden Verf ahrensschrifcten: a) es werden Mikropartikel mit 
einer aus einem oder mehreren verschiedenen organischen 
Polymeren gebildeten Oberfiache hergestellt, b) optional 

20 wird die Oberf lache aktivier't, c) die so erhaltenen Mikro- 
partikel werden mit einer Losung enthaltend 
CD2B-spezif ische superagonistische mAb inkubiert, wobei 
die itiAb vorzugsweise kovalent an die oberfl&che gebunden ■ 
werden, oder c') die so erhaltenen Mikropartikel werden 

25 zunachst mit einer Lttsung enthaltend eine Spacerverbindung 
. inkubiert, wobei die Spacerverbindung vorzugsweise kova- 
lent an die Oberflache gebunden wird, optional erfolgt 
dahach eine Waschverf ahrensstuf e, und anschlieflend werden 
die Mikropartikel mit der gebundenen Spacerverbindung mit 

30 einer L3sung enthaltend CD28-spezif ische superagonistische" 
mAb inkubiert, wobei die mAb an die Spacerverbindung kova- 
lent oder nicht-kovalent gebunden werden, und e) die so 
erhaltenen CD28-spezif ische superagonistische mAb 
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■ tragenden Mikropartikel werden.aus der Lftsung abgetrennt 
unci optional einer Waschverf ahrenssfcuf a unterworfen. 

Die Erfindung betrifft schliefilich auch Verfahren .zur Pro- 
. 5 phylaxe uiid/oder Behandlung der beschriebenen Erkrankun- 
gen, wobei eineiu Patienten entweder die erf indurigsgemaflen' 
Mikropartikel, gal'enisch geeignet hergerichtet, verab- 
reicht werden, Oder wobei vorzugsweise autologe Zellen in 
vitro mittels erf indungsgemafier Mikropartikel stimuliert 
10 und nach der Stimulation ohne odermit den Mikropartikeln, ' 
galenisch geeignet hergerichtet, implantiert werden, 

Erlauterungen 2U den Mikropartikeln gelten sinngemaft auch 
ftlr die erf indungsgeraaflen Verwendungen und Verfahren. 

15 

Def initionen. 

Die Aminosauresequenz von Human CD28 ist unter der 
20 Accession No* NM_0061'39 bekannfc.. 

Super^gonistische CD28 spezifische roAb sind beispiels- 
- weise aus Hybridomzellen erhSltlich, die unter den 
Hinterlegungsnummern DSM ACC2530 und DSM ACC2531 hin- 
25 terlegt sind. Humanisierte mAb entsprechend DSM 

ACC2530 weisen Sequenzeh der l.eichten Kette sowie der 
schweren Kette gem&a den SEQ.-ID 1 und 2 auf.. 

Mit Stimulierung bzw. Aktivierung von Blutzellen, ins- 
30 besondere T-Lymphozyten, ist die. Vermehrung der Stoff- 
.wechselaktivitUt, VergrSfierung des Zelivolumens, Syn- 
these immunologisch wichtiger. MolekUle und Eintritt in - • 
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die Zellteilung (Proliferation) auf einen aufieren Reiz. 
hin bezeichnet. 

Mehrere Untergruppen der -T-Zellen meint zumindest die 
5 Untergruppen der CD4 und CD8 T-Zellen.' 2u den CD 4 T- 
Zellen z&hlen neben den "normalen" CD25-negativen T- ■ 
Zellen auch die CD4 + CD25 + -Zellen, welche auch als regii-> 
latorische T-Zeilen- bekannt sind. Nach Befunden in 
Tierruodeilen geht der derzeitige Stand der Technik 

10 da von aus, daB letztere bei - zahlreichen autoimmunen 
und inflammatorischen Erkrankungen, wie beispielsweise 
der Multiplen Sklerose, Guillian-Barri-Syndrom, demye- 
linisierender Polyneuropathie, etc, eine Rolle spie- 
len. Ein-nUtzlicher Marker fiir regulatorische T-Zellen 

15 ist die starke Expression von CTLA-4 (CD152), das von 
nicht-regulatorischen T-Zellen nur nach Aktivierung 
und dann auch nur in geringem -Mafie exprimiert wird. 

Der Begriff der'mAb umfaBt neben Strukturen des ubli- 
20 chen Fab/Fc Aufbaus auch Strukturen, die ausschliefc- 
lich aus dem Fab-Fragment bestehen. Es ist auch mttg- 
lich/ lediglich die variable Region zu nutzen, wobei 
das Fragment der schweren Ketten mit dem Fragment der 
leichten Kette auf geeignete Weise, beispielsweise ' 
25, auch mittels synthetischer Bruckenmolekttle, so verbun- 
den ist, dafi die Bindungsregionen der Ketten die Anti- 
kSrperbindungsstelle bilden. Der Begriff der Antiktfr- 
per umfaBt auch (vdllst&ndige) chimare sowie humani- 
sierte AntikGrper. 



30 



Der Begriff der mAb umfafit weiterhin zu den eigentli- 
chen mAbs analoge Peptide oder Proteine* Ein analogies 
Peptid Oder Protein ist ein Peptid oder Protein, 
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. des sen Amino Sciure$equen2 von jener d'es Peptlds oder' 
Proteins; zu welchem es analog ist, abweicht/ jedoch 
einen definierten Bindungspartner des eigentlichen mAb 
mit zumindest gleicher Affinitat bindet* Abweichungen . 
5 in der Sequenz .kennen OeXetionen/ Substitutionen/ In- 
sertionen und Elongationen sein. Ein analoges Peptid 
oder Protein wird in der Regel eine dem Peptid oder 
Protein sehr ahnliche Terti&r (teil) struktur und'/oder 
Exposition im Rahmeh eines (Zelloberfiachen-) Proteins 
10' aufweisen und braucht ansonsten nur in deiu dem unmit- 
telbaren Bindungsbereich des Peptids oder Proteins 
analogen Bereich eine Bindungsstelle fUr den definier- 
ten Bindungspartner aufzuweisen bzw. diese bilden. 

15 Eine Mimikryverbindung eines mAb ist eine natUrliche 
oder synthetische chemische Struktur, die sich in ei- 
nem Bindungsassay wie ein definierter mAb verhait, 
welchen die Mimikryverbindung mimikriert. 




20 Superagonistische Modulation der Proliferation von 
Blutzellen, insbesondere T-2ellen meint, da£ keine 
. Costimulation, i.e.* kein weiteres Bindungsereignis neben 
-einer (initialen) Bindung eines mAb oder einer 
. Mimikryverbindung an CD28 zur . Stimulation oder Inhibierung 
25 der Proliferation erforderlich ist. 

Der Begriff der Behandlung umfaBt auch den Begriff der * 
Prophylaxe. 

• * 
30 I'm Folgenden wird die Erfindung anhand von lediglich 
. AusfUhrungsformen darstellenden Beispielen naher 
erlMutert « 
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Beispiel 1; direkte Koppelung von mAb an magnetische 
Beads . 

Eingesetzt werden oberf lachenaktivierte magnetische- Beads 
5 des Finoa Dynal (Dynabeads ) . . Die pberf lache der Beads 1st' 
hydrophob und tr&gt Glycidylethergruppen . Eine kovalente 
Bindung von Antikorpern erfolgt durch Reaktion primarer 
Amingruppen der Antikorper mit-. den Glycidylgruppen. Die 
Beads sind- einheitlich geforxute, superparamagnetische 

10 Kugelchen mit einem Kern aus yFe 2 0 z und Fe 3 0 4 , welcher mit 
einer Polystyrolhiille Uberzogen ist. Der mittlere 
Durchmesser betrSgt 4,5 iot. Die Dichte betr&gt ca.-l,5 
g/cm 3 . Die Oberf I2che betragt 1 bis 4 mVg Beads Die 
geometrische Oberf l&che betragt 6xl0""m 2 /10'' Dynabeads (ca, 

15 0,9 m 2 /g) , Die magnetischen Eigenschaf ten sind im Rahmen 
der Erfindung irrelevant, helfen allerdings bei der 
Handhabung im Rahmen der Preparation. 

* . . 

- Die gewunschte' Anzahl Beads wird der gelieferten 
20 Suspension nach grttndlicher Mischung der Suspension 

(Vortex, 5 min.) entnoiranen. Das Ge£&B> mit den Beads wird 
in eine. inagnetische Halterung eingesetzt (30-60 s) , 
wodurch die Beads pelletiert werden ♦ Der Uberstand wird 
abgenoiwuen und Kopplungspuf fer, in welcheia die Bindung der 
25 Antikdrper an die Beads erfolgen soil (0,1 M H 4 B0 4 , pH 8,5, 
eingestellt mit NaOH) , wird zugesetzt. Die Beads. werden 
grlindlich resuspendiert (Vortex, mindestens 2 rain,) una 
auf dlese Weise gewaschen. Dieser- Waschschritt wird 
insgesamt ' dreimal durchgefvihrt . 

30 

FUr die Kopplung des Antikorpers werden die Beads in. 
frischem Kopplungspuf f er zusammen mit dem CD2 8 
• spezif ischen superagonifctischen Antikorper (huIgG-5.11, 
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voll humanisierter mAb des IgG 4 Isotyps, gentechnologisch 
abgeleitet von einem mAb aus DSM ACC2530) sorgf&ltig 
resuspendiert (Vortex/ 30-60 s) . Die Konzentration der 
Beads betr&gt 4xl0 8 /ml. Je .10 7 Beads werden 5 ]ig 
5 gereinigter mAb eingesetzt. Das Inkubationsgef&fi mit dem 
Ansatz wird an einem Rotator befestigt> durch. langsame 
Rotation des Inkubationsgef &6es wird' die Sedimentation. der 
- Beads und damit eine Entmischung des Reaktionsansatzes 
verhindert. Die Inkubation erfplgt 20-24 h zwischen 4°C 
10 und 37°C, beispielsweise 20°C. 

• Nach der Inkubation werden die" Beads mit Hilfe der 
magnetischen Halterung. pelletiert, der Uberstand wird 
abgenommen • und fttr eine Proteingehaltmessung aufbewahrt. 

15 Die Beads werden in Waschpuffer (PBS ohrie Ca 2+ und Mg 2+ , 
0,1% BSA) resuspendiert . Die Suspension wird auf dem- 
Rotator bei langsamer Drehung 5 min. bei 4°C gewaschen. 
Dieser Waschschritt wird insgesamt • dreimal mit jeweils 
frischera Waschpuffer durohgef tihrt „ Nach AbschluJS der 

20 Waschschritte werden die Beads in Waschpuffer 

resuspendiert und sind verwendungsf &hig. Die Lagerung 
erfolgt bei 4°C. 

Eine Messung des Proteingehaltes der ttberstandes aus der 
25 Koppelung ergibt einen Anteil von ca. 50% der eingesetzten 
Menge, so dafi maximal 50% der eingesetzten Menge als- 

• gekoppelt angenommen werden ktfnnen* Hieraus errechnet sich 
eine Mindestanzahl Beads von 4xl0 6 /pg gekoppelter mAb, Oder 
2,5 lag mAb/10 7 Beads* 

30 ' 
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Beispiel 2; indirekte Koppelung von mAb an magnetische 
Beads. 

Es wird grundsatzlxch analog dem Beispiel 1 vorgegangen, 
5 nur dafi anti-Maus Ig Dynabeads verwendet warden* Hierbei 
handelt es.sich urn Beads, an deren Oberfiache 
Schaf-anti-Maus Immonglobulin kovalent gekoppelt 1st* Als 
Kopplungspuf f er . wird Phosphat-gepuf f erte physiologische 
Kochsalzlosung (PBS) eingesetzt. Als mAb wurden Maus 

10 anti-human* CD28 spezifische superagonistische mAb 

eingesetzt , welciie erh&ltlich sind aus DSM ACC 2530. beren 
Spezifit&t entsprxcht vollumf Snglich jener der in Beispiel 
1 eingesetzten mAb, da tJbereinstimmung in den 
Antigen-Bindungsbereichen besteht. An das Immunglobulin 

15 bindet der eingesetzte mAb nicht-kovalent gem&S der Figur 
1. 



Beispiel 3: in vitro Stimulation in einem PBMC System.' 

20 

Pro Napf einer 96 Lochplatte wurden '2xl0 5 PBMC (periphere 
Blub mononukleSre Zellen/ i.e", T-Lymphozyten, 
B-Lymphozyten und Monozyten) in 0,2 ml RPMI 1640 
Kulturmeditim mit 10% autologem Serum kultiviert. Von Tag 2 

25 auf Tag 3 wurde ein 16-sttindiger Puis mit 1 \xCi 

3 H-Thymidin durchgef tihrt, worauf das in die DNA eingebaute 
Thymidin als ttachweis der' Proliferation gemessen wurde; 
Die Ergebnisse der Figur 2 vergleichen die F&higkeit des 
humanisierten superagonistischen mAb hN4 S.11A1, 

30 ungetrennte menschliche PBMC (also eine Mischung aus 
T-Lymphozyten undFc Rezeptor tragenden nicht-T-Lympho- 
• zyten) in ISslicher gegenUber bead-gekoppelter Form zu v 
stimulieren. .Dabei ist auf der. Abszisse die jeweils 
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tatsachlich in das System eingebrachte AntikBrpermenge (in 
leslicher Form oder gebunden an Beads) angegeben. Die 
Ordinate zeigt die eingebaute Radioaktivitat als, Mafl der 
Proliferation. Dieses representative Experiment zeigt 
5 eindeutig; dafi der an Beads gekoppelte Antikarper erstens 
im. Optimum eine weitaus st&rkere Proliferation induziert 
als der nur ISslich zugegebene, und zweitens, da& die 
spezifische Aktivit&t des Antikdrpers im Sinne der 
Proliferationsinduktion bei Bindung an Beads etwa 10-fach 
10 hoher liegt als bei Zugabe des isolierten Antikorpers. 



Beispiel 4: in vitro Stimulation von isolierten 
T-Lymphozyten, 

15 . 

Unter ansonsten gleichen Kultivierungs- und 
Messbedingungen wie in Beispiel 3 wurden pro Napf 2x1 0 5 
gereinigte T-Lymphozyten eingesetzt (gewonnen mittels 
Nylonwollfiltration) . In Figur 3 ist ein Vergleich bei 
20 Einsatz von Mikropartikeln aus Beispiel 1 mit einem 

Einsatz der in Beispiel 1 eingesetzten, jedoch nicht mit 
mAb gekoppelten Mikropartikeln dargestellt. Zusatzlich 
wird der stimulierende Effekt mit losliche zugesetzten 
mAbs in An- und Abwesenheit eines an die Plastikoberf l^che 
2 5 gekoppelten Sekundarantikdrpers (Esel anti-huxaan Ig) 

verglichen. Man erkennt, dass unkonjugierte Mikropartikel 
keine Proliferation auslasen, wahrend die mAb tragenden 
Mikropartikel eine sehr starke Aktivitat zeigen. Diese ist 
um ein Vie If aches h<3her als die Akti-vitat, welche durch 
30 I6sliche mAb in An-'oder Abwesenheit des immobiliiserten 
Sekundarantikorpers. erreieht wird* Die im Vergleich zu 
ungetrennten FBMC (Figur 2) sehr geringe Stimulation durch 
Ittslich zugesetzten Antikdrper ist erwartet, da Zellen mit 
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Rezeptoren ftir das Fc Stack des Antikorpers . (FcR) fehlen. 
Die Anwesenheit des immobilisierten Sekundarreagenzes 
ftlhrt zu einer leichten steigerung der Reaktivitat .auf 
leslich zugesetzten Antikorper . Die Beads ubernehmert die 
.5 Funktion Fc' Rezeptor positiver Zellen jedoch urn ein 
Vielf aches effizienter. 



Beispiel 5: stiraulierbare T-Zell Untergriippen . 

10 

Gereinigte T-Lymphozyten wurden entsprechend dem Beispiel 
4 kultiviert, wobei Mikropartikel gemafi Beispiel 2 
eingesetzt wurden. Nach 3-tagiger Kultur wurden die. Zellen 
ira FACS auf die Expression des nuklearen 
15 Proliferationsraarkers Ki67 nach intrazellularer Farburig 
untersucht. Dabei wurden selektiv die CD4 bzw. die CD8 
T-Zellen durch elektronisches bating nach gleichzeitiger 
Anfarbung mit einem CD4 oder CD 8 spezifischen AntikSrper 
analysiert. Die gesetzten Fenster sind in den Figuren 4a 
20 (CD4*-Zellen) und 4b <CD8'-Zellen) dargestelltl PE stent 
ftir den Fluoreszenzf arbstof f Phycoerythrin. In die 
Histogramme der Figuren 4c bis 4f gingen jeweils nur die 
Zellen aus dem jeweils eingekastelten Bereich ein (Figuren 
4c und 4e: CD4*-Zellen; Figuren 4d und 4f : . CDS'-Zellen) . In 
25 den Histogrammen erfolgte sine Kontrollf arbung mit einem 
irrelevanten Antikorper (offene Kurven) sowie die Ki67 
Farbung. FITC steht fur den Fluoreszenzf arbstof f 
Fluorescein rsothiozyanat . Eine vergleichende Betrachtung 
der Figuren 4c und 4d einerseits sowie der Figuren 4e und 
30 4f andererseits zeigt,' dafi ohne Stimulation Kontroll- und 
Ki67 Histogramme sich kaum voneinander absetzen. Dagegen 
sind bei Stimulation mit den erfindungsgemafien 
Mikropartikeln praktisch alle CD 4 T-Zellen und die- 
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Mehrheit der CD8 T-Zellen KiS7-positiv und proliferieren 
folglich. Die Histogramme der Figuren 4d und 4f sind 
flacher als jene der Figuren 4c und 4e, weil weniger CDS 
als CD4 T-Zellen yorhanden sind. 

5 

Beispiel 6: Stimulation regulatoriseher T-Zellen. 

Es wurden menschliche CD4 T-Zellen .durch 

10 Nylonwoll-Filtration und immun-magnetische Depletion aller 
anderen PBMe-Populationen gereinigt. Hierauf wurden die 
erhal tenon CD4 T-Zellen in CD2S positive und CD25 negative 
Fraktionen aufgetrennt mittels der magnetischen 
Zellsortierung (System MACS, Miltenyi Biotech, Bergisch 

15 Gladbach, Deutschland) . In Figur 5a ist die Histogrammform 
die CD2S Expression der beiden gereinigten Populationen 
von CD4 T-Zellen dargestellt. Die CD25 Expression wird 
durch die Rechtsverschiebung der ausgef Ullten ' 
verteilungskurve der Fluoreszenz (CyCh route -gekoppelte CD25 

20 spezif ische mAb) gegentiber der leeren Kurve ftir 
CD25-negative Zellen ersichtiich. 

Die wie vorstehend erhaitenen CD4 T-Zellen wurden 3 Tage 
mat Mikropartikeln gemafi Bei'spiel 2 stimuliert. Dann. wurde 
durch intrazellulare Farbung die Expression von Ki67 
(Proliferation) und CTLA-4 (starke Expression ist 
indikativ fur regulatorische. T-Zellen) analysiert. Die 
Figuren 5b und 5d zeigen die Ergebnis.se fttr CD25-negative 
T-Zellen, wobei die offenen Kurven wiederum mit einem 
30 irrelevanten mAb 2u Kontrollzwecken erhalten wurden. Figur 
5b belegt, dan die CD25" Zellen proliferieren. Nur ein 
kleiner Teil der CD25" Zellen exprimieren CTLA-4, wie aus 
der Figur 5d ersichtiich, Figur 5c zeigt, dafl auch .'die 
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CD25' Zellen prolif erieren, Figur 5e belegt, daft die 
Mehrheit der CD25 , .Zellen stark CTLA-4 exprimiert . Im ' 
Ergebnis ist gezeigt, daB nicht nur CD25~ T-Zellen, sondern 
insbesondere auch CD25* T-Zellen mit den .erf indungsgemSLBen 
5 Mikropartikeln stimulierbar sind. 




15 



20 



25 
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Patentansprtiche.! 



Mikropartikel mit einer' Tragerstruktur sowie mit an die 
TrSgerstruktur gebusidenen CD28~spezif ischeri superagoni- ; 
stischen monoklonalen ' Antiktirpern (mAb) odef einer Mimi- 
kryverbindung hierzu. 




2. Mikropartikel nach. Anspruch 1, wobei die mAb direkt und 
10 vorzugsweise' kovalent an die Oberfiache der TrSLgerstruk- 
tur gebunden slnd. 



3. Mikropartikel nach Anspruch 1, wobei die mAb indirekt 
15 tiber eine vor2ugsweise kovalent mit der OberflSche der 
Tragerstruktur verbundene Spacerverbindung. an die Ober- 
fl&che der Tragerstruktur gebunden sind. 



20 4. Mikropartikel nach Anspruch 3, wobei die Spacerverbin- 
dung ausgew&hlt ist aus der Gruppe bestehend aus "orga- 
nische Polymere, Peptide, Froteine, und Kombinationen 
solcher £ubstanzen M . 



25 




30 



5. Mikropartikel nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei 
die OberflMche der Tragerstruktur durch ein organisches 
Polymer gebildet wird, welches vorzugsweise ausgewahlt 
ist aus der Gruppe bestehend aus "Polys tyrol, Polyuret- 
han, Polyester, Polyvinylpyridin, Polyvinylamin, Polye- 
thylenimin, Chitosane, und Mischungen solcher Polymere", 
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6. Mikropartikel nach Anspruch S, wobei das organische ' 
Polymer rsaktive Gruppen aufweist, welc'he beispielsweise 
Glycidylether ist. 



10 



Mikropartikel nach Anspruch 5 Oder 6, wobei das organi- 
sche Polymer oberf lachenaktiviert ist durch Behandlung 
mit einem Aktivierungsreagenz, welches vorzugsweise p- 
Toluensulphonylchlorid ist: 




8. Mikropartikel nach- einem der Ansprtiche 1 bis 7, wobei 
der Durchmesser der Tragerstruktur im Bereich von 0,1 um 
bis. 100 pm, vorzugsweise im Bereich von 1 urn bis 20 um, 
15 insbesohdere im Bereich von 1 pm bis 10 urn, liegt. 



9. Mikropartikel nach einem der Ansprtiche 1 bis 8, wobei 
die Oberflache der Tragerstruktur (gemessen mittels der 
20 BET-Methode) das 1- bis 10-fache, vorzugsweise das. 1- 
bis 4-fache, der geometrischen Oberflache, angenomroen 
als eine glatte Kugeloberf lache, betragt. 




25 10. Verwendung, von Mikropartikeln nach einem der Ansprtiche 
1- bis 9 zur Stimulation von Blutzellen, insbesondere 
von T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Granule zyten, Mono- 
• zyten -und/oder Thrombozyten, 



30 



11. Verwendung nach Anspruch 10 zur Hsrstellung einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von 
Erkrankungen mit reduzierten Blutzellzahlen, 
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. . . 25 

insbesondere reduzierten T-Lymphozytenzahlen, oder von 
immunpathologischen Erkrankungen oder z\iz Pptenzierung 
der Iramunreaktion b^i .Impfungen, wobei einem; Patient en 
eine Blutprobe entnommen wird, wobei optional aus der 
Blutprobe- die Blutzellen isoliert werden, wobei die 
Blutzellen in vitro unter Zugabe einer physi'ologisch 
wirksamen Dosis an Mikropartikeln kultiviert werden, 
und wobei die so erhaltenen Blutzellen optional 
galenisch zur Injektion oder Infusion hergerichtet 
werden. 




12 



15 



20. 



Verwendung nach Anspruch 10 zur Herstellung einer 
pharmazeutischen' Zusammensetzung zur Behandlung von 
Erkrankungen mit reduzierten Blutzellzahlen oder von 
immunpathologischen Erkrankungen oder zur Potenzierung 
der Immunreaktion bei Impfungen, wobei die Mikroparti- 
kel galenisch vorzugsweise zur Inj.ektion oder Infusion 
hergerichtet werden. 



13 



25' 




Verfahren 2ur Herstellung von Mikropartikeln nach ei- 
nem< d<*r Ansprttche 1 bis 9, mit "den foigenden- 
Verfahrensschritten; 

a) es werden Mikropartikel mit einer aus einem oder ' 
mehreren verschiedenen organischen Polymeren gebil- 
deten Oberflache hergestellt, . 



30 



b) optional wird die Oberflache aktiviert, 



c). die so erhaltenen Mikropartikel werden mit einer ' 
-LOsung enthaltend CD28-spezif ische* superagonistische 
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mAb inkubiert, wobei die mAb vorzugsweise kovalent 
an die Qber'flSche gebunden werden, oder 

C) die so erhaltenen Mikropartikel werden zunachet 
.. mit einer Lflsung enthaltend eine Spacerverbindung • 
inkubiert, wobei die Spacerverbindung vorzugsweise 
kovalent an. die Oberflache gebunden wird, optional 
• erfolgt danach eine Waschverf ahrensstuf e, und an- 
schlieiiend werden die Mikropartikel mit der gebunde- 
nen Spacerverbindung mit einer L6sung enthaltend 
CD28-spezifische superagonistische mAb' inkubiert, 
wobei die mAb an die Spacerverbindung kovalent oder 
nicht-kovalent gebunden werden, und 

e) die so erhaltenen CD28-spezifische superagonisti- 
sche mAb tragenden Mikropartikel werden aus der L5- 
sung abgetrennt und optional einer Waschverf ahrens- 
stuf e unterworfen. 



20 



25 




30 



S 4 n o 5 ri « n Ny?:FAXG3.l0.0201/03028305225 an NVS.PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 32 von 47) 
«°/-; 0 o 7 ? 2 , 16:35 * Status: Server M RSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag ° 
iff: 47 Seite(n) empfangen 



paramagnetische 
Beads 



Superagonistischer 
CD28*spezif ischer MAK 
(Maus) 





Primarantikorper 
(anti-Ma us-lg) 



ODER 




Superagonistischer 
CD28-spezifischer MAK 
(humanisiert) 




Fig. 1 



33 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.I0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 34 von 47) 
•n 04.07.02 1 6:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
<ff: 47 Seite(n) empfangen 



Proliferationstest - PBMC 




•7 



G3 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.l0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 35 von A 

m 04.07.02 1 6:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 

3ff: 47 Seite(n) empfangen . ■ ' . 




E 

Q. 
O 



Proliferationstest - gereinlgte T Zellen 



60000 




0 nu., i i D i m 
0 0,01 0.1 



immob. mAb hN4 5.11 A1 
H*— mAb hN4 5.1 1A1 auf Beads 
-D— losl. mAb hN4 5,11 A1 
O— Kontroll-Beads 



10 100 



Antfkorper frig/ml) 




Fig. 3 



3Z H r nl no 5 !! :FA ^ G3 | 0 0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 36 von 47) 

m 04.07.02 16:35 - Status: Server MRSDRAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag - 
»ff: 47-Seite(n) empfangen 



:• 



o- 



o 

o , 



CD4-T3-5.1 1.025 



R3 




» »'MIH I I 



10" 



10 



1 



I I f 



miii r i 

10 2 
CD4 PE 



TTtTJ— I I I I J I Mj' 

10 3 10 4 



Fig. 4a 



CD8-T3-5.1 1-2-30060.029 



CO 




U- O 

co 
2 



o - 



R2 





10* 



10 1 



10 2 
CD8 PE 



10" 



1 " IT 



10 




Fig. 4b 



G3 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.l0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 38 von 47) 
im 04.07.02 1 6:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) iibemahm Sendeauftrag 
3ff: 47 Seite(n) empfangen 



# m 




a 
Ll 



.3 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.I0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 39 
n 04.07.02 1 6:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) iibemahm Sendeauftrag 
"f: 47 Seite(n) empfangen 



XT O 




33 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.I0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 40 von 47) 
m 04.07.02 16:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
iff: 47 Seite(n) empfangen 




G3 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.I0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seije 41 von 47) 
m 04.07.02 16:35 ■> Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
sff: 47 Seite(n) empfangen 




33 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.I0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 42 von 47) 
71 04.07.02 16:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
iff: 47 Seite(n) empfangen 




33 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.l0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 43 von 47) 
7i 04.07.02 16:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
sff: 47 Seite(n) empfangen 



(.- 




09 1- 




06 09 
Sjunoo 



in 




G3 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.l0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 44 von 47) 
im 04.07.02 16:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
3ff: 47 Seite(n) empfangen 




G3 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.l0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 45 von 47) 
jm 04.07.02 16:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
eff: 47 Seite(n) empfangen 




CG3 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.l0.02Q1/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 46 von 47) 
jm 04.07.02 16:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahrn Sendeauftrag 
•eff: 47 Seite(n) empfangen 




GESflMT SEITEN 4? 



XG3 Nr: 148577 von NVS:FAXG3.l0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 47 von 47) 
turn 04.07.02 16:35 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag . 
treff: 47 Seite(n) empfangen 



